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論文内容要旨
 【研究目的】
 原発性胆汁性肝硬変,移植後拒絶反応,自己免疫性胆管炎など免疫機序によりおこる胆管炎で
 は胆管細胞に主要組織適合抗原クラス2分子が表出され,胆管細胞自身が抗原提示し免疫反応を
 起こしている可能性が考えられている。この免疫反応を検討する上で種系統の確立した正常マウ
 ス肝内胆管上皮細胞(胆管細胞)を用いる必要があるが,これまでマウス胆管細胞の分離培養は
 手技的に困難であった。そこで安定した培養が可能なマウス胆管細胞の初代培養系の確立を試み,
 その細胞を用いて,免疫反応における抗原提示に必要な主要組織適合抗原クラス2分子,B7-1,
 B7-2分子の発現誘導を培養胆管細胞で検討した。
 【方法】
 体重10-20グラムの正常BALB/cマウス肝臓を下大静脈より逆行性に60mしの0.05%コラー
 ゲナーゼ,ハンクス灌流液で10分間灌流した。肝実質細胞を除き門脈域(portaltractresidue)
 を作成した後,これを細切し,コラーゲンゲル中に7日間組織培養した後,0.1%コラーゲナー
 ゼ,10U/mLディスパーゼハンクス溶液にてportaltractresidueを消化し,残った細胞塊を
 コラーゲンゲル上に培地と共に培養した。細胞をゲルごと消化し,細胞塊とした後,コラーゲン
 マトリックスコートされた24穴培養プレート用カルチャーインサートに2×105個蒔き,細胞の
 上面(管腔側)と下面(基底膜側)の間の電気抵抗(TER)を経時的に測定した。サイトケラ
 チン19(免疫蛍光抗体法),ヴィメンチン(免疫蛍光抗体法)ガンマグルタミルトランスペプチ
 ダーゼ(GGT)(酵素組織化学法と酵素免疫組織化学抗法)で培養細胞を同定した。1000U/mL
 インターフェロンガンマ(IFN一γlMHCクラス2分子を誘導する)と100U/mLインターロ
 イキン4(IL-4;B7分子を誘導する)を培地に添加し,培養胆管細胞を72時間刺激したのち主
 要組織適合抗原クラス2分子とco-stimulatoryfactorB7分子の発現を蛍光抗体法で検討し,
 さらに培養胆管細胞よりmRNAを抽出し,RT-PCR法を用いてそれらの分子のmRNAの発現
 を検討した。
 【結果】
 肝臓を逆行性に肝静脈より30mしのコラーゲナーゼ灌流液で10分間灌流した後では,肝腺房
 のzone2とzone3の肝実質が消化され,portaltractresidueを得ることができた。Portal
 tractresidueより得た培養細胞は10日後に6穴培養プレート全面を単層で覆い尽くした。個々
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 の細胞は多角形を示し互いに接着しており,電子顕微鏡による観察では,培養液に接触している
 細胞膜に無数の微絨毛が認められ,コラーゲンゲルに接した面の細胞膜は平滑であった。細胞間
 接合部にはtightjunctionを認めた。細胞質の構造も,小胞体が管腔側に偏位し,核は基底側
 に偏位しており,極性をもつ小器官の配置を示していた。TERを測定したところ,培養日数と
 共に上昇し,プラトーに達した(812±16.50hms・c㎡(mean+S.D.,n=3))。培養細胞はサイ
 トケラチン19が陽性,ヴィメンチンは陰性を示した。GGT活性は酵素組織化学的に証明できな
 かったが,GGTの重鎖に対する抗体を用いた免疫組織化学で陽性を示した。以上より培養細胞
 が胆細胞であると同定された。培養細胞を1000U/mLIFN一γと100U/mLIL-4で72時間刺
 激すると,BALB/cマウスのMHCクラス2である1-Ad蛋白は蛍光抗体法を用いると培養胆管
 細胞の細胞膜上に点状に観察されたが,B7-1,B7-2分子は免疫組織学的に陰性だった。RT-PCR
 法によるmRNAの検出では,1-Ad遺伝子mRNAは1000U/mLIFN一γ単独,100U/mLIL4
 単独,1000U/mLIFN一γ+100U/mLIL4同時添加で検出できた。しかし,B7-1,B7-2の
 mRNAは1000U/mLIFN一γ,100U/mlIL-4同時添加後nestedPCRによっても検出できな
 かった。以上より,PBCなどでは胆管周囲の浸潤細胞より放出されるサイトカインにより胆管
 細胞にはMHCクラス2分子は発現するが,B7-1,B7-2分子は発現せず,胆管細胞自身が抗原提
 示機能をもってヘルパー丁細胞を刺激して胆管炎の発症,持続に関与している可能性は低いと
 考えられた。
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 審査結果の要旨
 免疫学的機序により胆管障害が起こる疾患として,原発性胆汁性肝硬変,移植肝拒絶反応,肝
 移植片対宿主病などが知られているが,胆管細胞を標的とする免疫学的機序の解明は進んでいな
 い。その原因として培養胆管細胞を用いたinvitroの系で免疫反応を検討できない点にある。In
 vivOでは,過去にこれら疾患の患者肝組織において肝内胆管上皮細胞に主要組織適合抗原クラ
 ス2分子が免疫組織学的に染色されることが報告され,胆管上皮自身が抗原提示能を有し,リン
 パ球を刺激する可能性が考えられてきたが,その意義は不明であった。この機序解明を目的に,
 まず胆管細胞培養を確立し,胆管細胞とリンパ球との相互作用に必要なco-stimulatoryfactor
 の発現をinvitroで検討したのが本研究である。
 免疫学的研究に最適な動物であるマウスの正常肝内胆管細胞分離培養法を確立したのは本研究
 が最初である。肝内胆管細胞は肝臓内細胞の3%と少なく,これまでは総胆管結紮術を行い,増
 殖した胆管細胞を分離培養していた。増殖した胆管細胞の起源については依然意見の一致を見て
 いない。本研究では正常胆管細胞を得るため,下大静脈から肝臓を逆行性に灌流を行い,肝細胞
 を除去する方法で,正常胆管細胞を得た。この分離法はオリジナルな方法であり,かつ正常マウ
 ス胆管細胞をviableな状態で得る優れた方法であり,今後はマウス肝臓の灌流に広く用いられ
 る方法と考えられる。得られた細胞はコラーゲンゲル上で培養可能であり,種々の検討の結果,
 正常胆管細胞と同様のphenotypeを有することが示され,本法の有用性が確認された。
 得られた培養胆管細胞は培地中にインターフェロンγ,インターロイキン4を72時間添加す
 ることにより主要組織適合抗原クラス2を発現することが,RT-PCR法によるmRNAの同定,
 免疫組織化学法による蛋白のレベルで確かめられた。しかし,co-stimulatoryfactorB7-1,
 B7-2については,上記サイトカイン刺激によってもmRNA,蛋白いづれのレベルでも発現は認
 められなかった。これらより,胆管上皮細胞自身が丁細胞を活性化する可能性は低いという結
 論を導いている。現時点での免疫学の知識では,B7分子の発現が無いと丁細胞を活性化できな
 いとされており,討論で述べられているように,B7分子がインターロイキン4で誘導できたラッ
 ト胆管細胞を用いたりンパ球増殖反応で陰性の結果が出たことを合わせると,この結論は正当で
 あると考えられる。
 以上の結果から,本研究は学位論文に値すると考えられる。
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